孕妇和婴幼儿易患铁缺乏及缺铁性贫血（iron deficiency anemia, IDA)[@b1]，我国孕妇IDA的患病率为19.1%，尤其以孕晚期最显著[@b2]。妊娠期间铁缺乏及IDA可引起胎儿发育迟缓、低体重、早产，胎儿畸形及母婴死亡的风险增大，易导致婴幼儿神经精神发育和协调功能受损[@b3]--[@b4]。近十年研究显示，铁调素（hepcidin)在机体维持铁稳态中起着重要作用，其通过调节膜铁转运蛋白1(FPN1)、二价金属转运体1(DMT1)、肠细胞色素b (Dcytb)、转铁蛋白受体1 (TfR1)协调和控制铁离子在细胞和内环境之间的转运[@b5]--[@b6]；Nicolas等[@b7]研究显示，铁调素基因敲除小鼠出现铁过载，以肝脏及胰腺细胞最为显著；铁调素转基因小鼠，铁调素过度表达，导致小鼠严重IDA。本研究我们检测不同铁状态母体胎盘FPN1 mRNA的表达及血清铁调素水平，探讨其在母婴铁转运中的作用，以揭示母婴铁代谢的机制。

对象和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：以2013年1月至9月郑州大学第三附属医院产科收治的55例足月孕妇为研究对象，孕妇妊娠期均无高血压、糖尿病、肿瘤、感染、风湿性疾病、心脏病及甲状腺功能异常。排除标准（符合任意一项需排除）：①HGB \<100 g/L且血清铁蛋白（SF)≥12 µg/L；②HGB\<100 g/L、红细胞平均体积（MCV)≥80 fl、红细胞平均血红蛋白含量(MCH)≥27 pg且红细胞平均血红蛋白浓度(MCHC)≥320 g/L。铁状态分组参照文献[@b8]标准，55例孕妇中正常组23例（HGB≥100 g/L且SF≥12 µg/L)，铁缺乏组20例（HGB≥100 g/L且SF \<12 µg/L), IDA组12例（HGB \<100 g/L且SF \<12 µg/L)。本研究经郑州大学第三附属医院医学伦理委员会批准，所有孕妇（或家属）均签署知情同意书同意胎盘及母婴血液标本用于本研究。

2．标本采集及制备：抽取分娩前孕妇肘静脉血5 ml，用于血清铁调素、HGB、血清铁（SI)、SF检测。胎儿娩出后抽取脐静脉血5 ml，用于HGB、SI、SF检测。胎盘娩出后5 min内采用无菌技术从胎盘4个象限的绒毛小叶中心各分离出1 cm×1 cm×1 cm大小的胎盘组织，以确保胎盘组织具有充分的代表性，分离并弃除所有纤维组织，取得的胎盘组织用无菌生理盐水冲洗干净后在液氮里速冻并置于−80°C冰箱保存备用。

3．血液相关指标检测：采用BC-5800五分类血细胞自动计数仪（深圳迈瑞公司产品）检测HGB水平；采用比色法测定SI，所需贝克曼Au 5400试剂盒购自北京万泰德瑞诊断技术有限公司；采用放射免疫分析法测定SF，所需试剂盒购自北京科美东雅生物技术有限公司；血清铁调素前体水平采用双抗夹心生物素-亲和素-酶联免疫吸附试验进行检测，所需试剂盒为美国ADL公司产品。所有操作均按试剂盒说明书进行。

4．胎盘组织总RNA提取及鉴定：取冻存的胎盘组织50\~100 mg，按照RNA iso-Reagent（大连宝生物工程有限公司产品）试剂说明书提取总RNA，并测定260及280 nm处的吸光度(*A*）值，计算RNA纯度，选取*A*值\>1.8的标本进行下一步试验。

5．引物的设计及合成：引物设计参照美国国立生物技术信息中心（NCBI）基因库中的mRNA序列并采用Primer Premier 5.0引物分析软件分析验证，由北京奥科生物技术有限责任公司合成。FPN1 mRNA上游引物：5′-CATCCTGTGTGGAATCATCCTG-3′，下游引物：5′-GCTAAGATGTTGGTTAACTGGTC-3′，产物长度255 bp；β-actin内参上游引物：5′-GAGCTACGAGCTGCCTGACG-3′，下游引物：5′-CCTAGAAGCATTTGCGGTGG-3′，产物长度418 bp。

6．RT-PCR检测FPN1 mRNA的表达：按照RT-PCR两步法试剂盒（上海Promega公司产品）说明书进行操作。逆转录体系：总RNA模板2 µl、多聚胸腺嘧啶2 µl、去核酸酶水1 µl, 2 000 r/min离心（离心半径60 mm）1 min后70 °C恒温水浴5 min，然后立即置于冰水浴5\~10 min；再加入5×RT缓冲液4.0 µl、10 mmol/L dNTP Mix 1.0 µl、RNA酶抑制剂0.5 µl、M-MLV RTase H^−^逆转录酶1.0 µl，补去核酸酶水至20 µl。逆转录条件：37 °C 5 min，42°C 1 h，70°C 15 min。获得样本冰浴备用。PCR体系：10×PCR缓冲液4.5 µl、10 mmol/L dNTP Mix 1.0 µl、上下游引物各2 µl、耐热DNA聚合酶1.0 µl、RT反应液5 µl，补去核酸酶水至50 µl。PCR条件：预变性95 °C 2 min，变性95°C 1 min，退火30 s, 72°C延伸2 min，共30个循环。将所获得PCR产物上15 g/L琼脂糖凝胶电泳，将电泳产物置于凝胶图像系统中观察并保存图像，利用凝胶图像分析软件进行半定量分析。

7．统计学处理：采用SPSS 13.0软件进行统计学分析，数据以均数±标准差表示，采用Levene法进行方差齐性检验，母体血清铁调素、胎盘组织FPN1 mRNA、新生儿血清铁及铁蛋白在三样本组中的含量比较采用单因素方差分析，各变量组间比较用最小显著差（LSD)*t*检验，母体血清铁调素水平与胎盘组织FPN1 mRNA的表达、母体血清铁调素水平与孕妇血清铁及铁蛋白的含量等的相关性分析采用Pearson相关系数。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．不同缺铁程度孕妇对应新生儿相关指标：不同缺铁程度组孕妇对应新生儿脐血HGB、SI、SF水平见[表1](#t01){ref-type="table"}。随着孕妇缺铁程度的加重，对应新生儿脐血各指标差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。

###### 不同铁状态组孕妇对应新生儿脐血相关指标含量(*x*±*s*）

  组别            例数     HGB(g/L)     血清铁(µmol/L)   血清铁蛋白(µg/L)
  -------------- ------ -------------- ---------------- ------------------
  正常组           23    160.26±13.05    30.94±10.64       161.60±73.87
  铁缺乏组         20    155.70±15.14    27.64±11.80       142.73±67.34
  缺铁性贫血组     12    152.33±19.13    25.09±13.61       126.59±67.53
                                                        
  *F*值                     1.156           1.054             1.041
  *P*值                     0.323           0.356             0.360

2．不同缺铁程度孕妇血清铁调素浓度：正常组、铁缺乏组及IDA组孕妇血清铁调素浓度分别为(193.637±52.219)、(176.523±43.875）及（147.623±37.768)µg/L，差异有统计学意义(*F*=3.872，*P*=0.027)，随孕妇缺铁程度的加重而降低。进一步行两两比较，结果显示IDA组与正常组之间差异有统计学意义(*P*=0.008)，铁缺乏组与正常组、IDA组与铁缺乏组之间差异均无统计学意义（*P*值分别为0.234及0.094)。

3．不同缺铁程度孕妇胎盘组织FPN1 mRNA的表达水平：正常组、铁缺乏组及IDA组FPN1 mRNA的相对表达水平分别为0.462±0.077、0.507±0.074及0.551±0.104，差异有统计学意义(*F*=4.767，*P*=0.013)，随孕妇缺铁程度的加重而增加。进一步行两两比较显示IDA组与正常组之间差异有统计学意义(*P*=0.004)，铁缺乏组与正常组、IDA组与铁缺乏组之间差异无统计学意义（*P*值分别为0.084、0.146)（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![RT-PCR方法检测不同缺铁程度孕妇胎盘膜铁转运蛋白1 (FPN1)mRNA表达水平\
M：Marker，从下至上依次为100、200、300、400、500、600 bp；1\~2为正常组；3\~4为铁缺乏组；5\~6为缺铁性贫血组](cjh-36-04-307-g001){#figure1}

4．相关性分析：孕妇血清铁调素水平与胎盘FPN1 mRNA表达水平呈负相关(*r*=−0.383，*P*=0.004)，与孕妇HGB、SF、SI水平均呈正相关（*r*分别为0.412、0.315、0.360，*P*值分别为0.002、0.019、0.007)；胎盘FPN1 mRNA的表达水平与孕妇HGB、SF、SI水平均呈负相关（*r*值分别为−0.277、−0.269、−0.352, *P*值分别为0.041、0.047、0.035）。孕妇血清铁调素水平与脐血HGB、SF、SI无明显相关性（*r*值分别为0.131、0.147、0.201，*P*值分别为0.159、0.103、0.095)；孕妇胎盘FPN1 mRNA水平与脐血HGB、SF、SI无明显相关性（*r*值分别为−0.195、−0.211、−0.117,*P*值分别为0.186、0.104、0.275）。

讨论 {#s3}
====

铁是人体含量最丰富的微量元素，对维持细胞的基本功能十分重要。铁缺乏除引起贫血、组织缺氧外，还可导致上皮组织、肌肉及神经系统功能紊乱。为防止铁缺乏对胎儿的危害，孕妇可通过动员母体内的贮存铁，以及胎盘铁转运及相关调控机制最大限度地向胎儿供铁。Bencaiova等[@b9]的研究表明，铁缺乏及轻度IDA孕妇所产新生儿的体重及其他相关指标，以及缺铁对母婴的不良影响与正常孕妇相比差异无显著不同。本研究结果显示，随着孕妇缺铁程度的加重，新生儿脐血HGB、SI、SF差异无统计学意义，与Bencaiova等[@b9]的研究结果一致。

铁调素是2000年发现的一种由肝脏合成的富含半胱氨酸小分子肽，其含量受机体HGB、SF、炎性因子、氧含量、TfR2、HFE蛋白等因素的影响[@b10]--[@b11]。国外多个研究[@b12]--[@b15]显示，育龄妇女妊娠期血清铁调素浓度明显低于孕前水平；随着孕期延长，血清中铁调素浓度逐渐减低，与铁需要量增加、铁含量(SF、SI）减少相一致，提示孕期铁水平下降抑制了铁调素的合成。重度IDA孕妇血清中铁调素水平最低[@b16]。本研究结果与上述研究一致，随着孕妇缺铁程度的加重，血清铁调素水平逐渐降低。相关动物实验提示妊娠期小鼠血清铁调素浓度明显低于非孕小鼠，低铁饲养小鼠母体及胎鼠肝脏中铁调素mRNA表达与正常饲养小鼠比较明显降低，提示铁缺乏下调了铁调素在肝脏表达[@b3],[@b17]。

FPN1是目前发现的一种最重要跨膜铁输出分子[@b18]--[@b19]，2006年Bastin等[@b20]研究发现FPN1在胎盘主要表达于合体滋养层细胞的基底膜，其基底面面向胎盘的胎儿面，与铁从母体向胎儿单向传递一致，并且在妊娠的最后3个月最高，这一时期也是胎儿需要铁较多的时期，这表明FPN1在铁从母体到发育的胎儿的转运中有着重要作用。Donovan等[@b21]的研究认为，FPN1基因敲出小鼠由于严重的胚胎铁缺乏而导致死胎，考虑是孕晚期胎盘FPN1蛋白表达下调的结果，FPN1很可能参与了胎盘的铁输出。2004年Nemeth等[@b22]研究发现铁调素与FPN1之间存在直接的相互作用。为此，有学者提出FPN1为铁调素的靶分子[@b23]。铁调素在机体维持铁稳态中起着重要作用[@b24]，在母婴铁转运方面同样具有重要作用[@b1],[@b3],[@b25]。这些观察结果表明，铁调素可能在多个环节上阻断铁的转运，包括肠上皮、胎盘、巨噬细胞，也可能还有其他部位。本研究结果显示，随着缺铁程度的加重，母体血清中铁调素浓度下调，胎盘FPN1 mRNA的表达增加，考虑铁调素调节胎盘铁相关转运蛋白的机制可能与肠道类似，是铁转运的负调控因子；当母体缺铁时，血清铁调素水平降低，直接或间接地调控胎盘DMT1、TfR2、FPN1等表达增加[@b26]--[@b27]，最大限度地增加母体SI至胎儿的转运，以保证胎儿铁供给的相对恒定。

孕妇血清铁调素浓度与铁状态有紧密相关性，在妊娠早期，血清或尿铁调素浓度与孕妇HGB、SF、SI水平呈正相关，与血清转铁蛋白受体（sTfR）呈负相关[@b14],[@b16],[@b28]。血清铁调素浓度在整个妊娠期与SF、转铁蛋白饱和度（TS)呈正相关，提示在妊娠期血清铁调素水平受SI及HGB调节[@b29]。Rehu等[@b16]研究发现孕妇血清铁调素浓度明显低于相应新生儿，孕妇血清铁调素浓度与胎盘FPN1 mRNA及新生儿脐血SI、TS水平呈负相关。本组孕妇血清铁调素水平与胎盘FPN1 mRNA表达水平呈负相关，与孕妇HGB、SF、SI水平呈正相关，与以上报道一致。

本研究我们研究了母体血清铁调素浓度对胎盘组织FPN1 mRNA表达的影响，从分子水平探讨了胎盘铁转运及调控机制。由于胎盘铁转运方面研究较少，有许多胎盘铁转运机制尚不清楚，铁调素受体及其在胎盘的分布、铁调素与FPN1在胎盘相互作用的信号传导途径、引起FPN1内化降解的分子机制以及二者在铁代谢中各自的功能仍需要进一步研究加以揭示。
